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論　　文　　の　　要　　旨
　アンジオテンシン皿（A瓦）は多くの生理作用を持つペプチドホルモン（アミノ酸8個）であ
る。A皿は血管平滑筋の収縮，副腎からのアルドステロン分泌の促進などの生理作用を持ち，体
内の血圧調節機構の一つであるレニン。アンジオテンシン系の中で重要な役割を果している。ペ
プチドホルモンであるA皿の生理作用発現の第一歩は標的細胞の細胞膜に存在するA巫に特異的
な受容体（A皿艮）に結合することである。このことよりA皿Rを単離し，その性質を調べるこ
とはA皿作用の発現機構を解明する上で非常に重要なことであると考えられる。
　A　n艮の存在する組織（A　nの標的組織）としては血管平滑筋や副腎皮質がよく知られている
が，最近，脳，腎臓などその他の多くの組織でもA　H　Rの存在が確認されてきている。これらの
組織でのA瓦艮の薬理学的性質は放射性物質で標識されたA皿（至25工一A　H，3H－A狂）や
合成A皿アナグロを用いて古くから研究されているが，生化学的性質はA　u　Rの存在量の少なさ，
活性を持ったまま細胞膜から可溶化することの困難さ等の理由で研究報告が少ない。著者はA狂
Rの生化学的性質を明かにするために実験を行った。本論文では，1）新しい両イオン性界面活性
剤3一〔（3－cho1独1dopropy1）di蛾ethy1狐臓㎝io〕一1－propane－su1fonate（CHAPS）を用い
ることによってそれまで困難であるとされていた活性を持った状態でのAn艮の可溶化に成功し
たこと，2）その可溶化A　n更について部分精製，アフィニティラベリングを行い分子量を推定し
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たこと，について述べる。
　A　n　Rの可溶化は以前より各種界面活性剤を用いて試みられてきたが，可溶化後の失活が激し
く，植物ステロールの一種であるdigiを㎝iηを除いてはA皿Rの可溶化に適した界面活性剤は見
つかっていなかった。Digitoninの場合もその溶解度の低さから精製を行う際に用いるには適さ
ないと考えられた。著者は1980年に開発されたコール酸のスルホベタイン誘導体である両イオン
性界面活性剤C肌PSを用いると牛副腎皮質からA皿Rが125I－A皿への結合能を持ったまま可
溶化されることを見い出し，又，CHAPSの溶解性がdigit㎝inよりすぐれていたため，以後こ
の界面活性剤を用いて実験を行った。A皿R活性はCHAPS濃度がO．5～2．0％の間にピークを
持って可溶化され，高濃度CHAPSにはAnR活性阻害効果があることが明らかになった。可
溶化A皿Rは125皿一A　nと安定な複合体を形成した。複合体形成のための至適pHは7．5，至
適温度は30℃であった。1％CHAPSで可溶化したA皿R溶液を用いてScatchard　ana1ys1sを行っ
たところ解離定数Kdは3．3pM，A皿結合部位数Bmaxは5．O　p㎜ol／㎜g　prote油であった。pH
安定性のピークは7．5～8．0の聞にあり，C肌PSと作ったミセルのStokesradiusは7．5巫吸であっ
た。A皿R自身の等電点はその蝉安定性から調べることができなかったが王25I－A皿。A皿
R複合体の等電点を測定しp玉＝4．3（㎜inor）とpト6．1（㎜ajcr）の2つの値を得た。玉25工
一AレA亙R複合体のpH安定性はA瓦Rと比べて酸性側（pH5．5－7．5）にずれており泳
動中も複合体は安定であった。A皿Rと亘25I－A卜A　n　R複合体に対する還元剤2一メルカ
プトエタノール（2ME）の影響はpH安定性と同じく異っており，2ME処理によりA皿R
は失活したが複合体の方は安定であった。
　以上得られたA巫Rの諸性質に基づきA皿Rの精製を試みた。精製の出発材料としては牛副腎
皮質の凍結乾燥晶を用いた。屠殺場で手に入れた新鮮な牛副腎から皮質の部分を分離し，凍結乾
燥を行った。凍結乾燥した皮質はミキサーで粉砕し，石油工一テルを使って脱脂し，得られたも
のを牛副腎皮質凍結乾燥粉末して4℃で保存した。この粉末をトリス緩衝液pH7．4に膨潤し，
10，OOO×9で遠心し，得られたpel1etをリン酸緩衝液pH7．4で洗った後同様の遠心を行うこと
により得られたpe11e室を牛副腎皮質細胞膜画分として一70℃で保存した。A　n　Rの可溶化は細胞
膜画分ユ9に対しラトリエタノールアミン緩衝液pH7．4を5脈1の割合で加え，終濃度が1％と
なるよう60聡gのCHAPSを添加して約1時問，4℃で援拝することにより行った。携拝終了後
溶液を105，OOOX9で遠心し，得られた上澄を可溶化AHR画分して以後のクロマトグラフィに
よる精製に用いた。精製の第一段階としてはDEAE－Toyopeari650sを用いたイオン交換クロ
マトグラフィを行った。A　I更の溶出はO－0．25MNaαのconst独t　vo1皿鮒gradientにより行っ
た。活性溶出画分は濃縮後phe町1－Sephamseを用いた疎水性クロマトグラフィにかけた。A
H　Rの吸着はO．1％CHAPSで行い，CHAPS濃度をO．2％に上げることによって溶出を行った。
活一性溶出画分は濃縮後wheat　gem1ectin（WGL）一Sepharose6MBを用いたアフィニティク
ロマトグラフィにかけた。A皿浸の溶出は0．2％MN一アセチルグルコサミンによって行
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った。この精製ステップが本精製において最も効果的であった。又，WGLとA皿Rが結
合したことからA　n　Rが糖蛋白質であることが明らかになった。各精製段階の試料のSDS一電気
泳動を行ったところ分子量13万以上の高分子の部分の蛋自質が本精製により濃縮されているのが
わかった。A　n　Rの精製倍率及び収率は時聞経過による活性の低下が大きかったので算出できな
かった。次にWGL－Sepharoseの活性溶出画分を再びDEAE－Toyopeari650sカラムにかけ，
O－O．25M　Nac1の1i醐r　gradientで溶出し，活性溶出画分の各フラクションのSDS一電気泳
動を行った。活一性溶出パターンと電気泳動パターンの比較から分子量17万のバンドの変化が活性
の変化とよく一致していることがわかり，このバンドがA皿Rを示していることが示唆された。
このことをさらに確認するために王25I－A1と2価性の架橋剤d1s㏄cini臓idy1sub搬te
（DSS）を用いたA皿Rのアフィニティラベリングを行った。王25亙一A巫とAU艮の結合反応後，
ゲル漏過により王25亙一A卜A瓦艮複合体から遊離至25工一A　nを分離し，O．5鰍M　DSS，23℃，
20分聞の架橋反応を行った。架橋反応後試料はSDS一電気泳動にかけた。ゲルはCBB一鼠250
で染色後ラ乾燥し，オートラジオグラフィを行った。対照実験として複合体形成反応時に過剰
の非標識A皿を加えた試料を作製し，同様の操作を行った。この結果分子量17万の位置に玉25I
－A皿で特異的に標識されるバンドが検出できた。部分精製とアフィニティラベリングの結
果より著者はA皿RのA　n結合部位の分子量は17万であると推定した。A　n　Rの分子量は長い間
不明であったが最近アフィニティラベリングを用いて5万5千から11万6千の範囲でいくつかの
報告があった。本実験で得られた17万というA皿艮の分子量は前に報告されている値よりもかな
り大きい。このように得られた結果にばらつきがあるのはAnRが臓器，種によって多様化してい
るためなのかブロテアーゼによる分解のためなのかは明らかでないが一一つの可能性としては分子量
17万のA瓦R分子のプロテアーゼ分解物が5万5千から11万6千の分子として確認されていると
考えることもできる。機能体としてのA　H　Rが分子量17万の分子だけでできているのか他の分子
と結合したオリゴマーとして存在しているのかはさらに進んだ研究を必要とするところである。
　精製手段としてWGL－Sepharoseが有効であることとA瓦結合分子の分子量が17万である
と推定できたことは以後のA　n艮単離の仕事への大きな手がかりとなるであろう。
審　　査　　の　　要　　旨
　血圧調節や高血圧の発症・維持に重要な役割を演ずるレニン・アンジオテンシン系の生化学的
研究で現在非常に重要であるが，最も，困難な研究はアンジオテンシン皿受容体（AH）の
単離とその性質の解明である。本論文ではその不安定さのためにほとんど生化学的研究がなされ
ていなかったA　H淀について，活性を持った状態で細胞膜から可溶化することに成功し，さらに
可溶化A亙Rの部分精製を行い，アフィニティラベリングの結果と合わせてSDS一電気泳動で
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分子量五7万の位置にA　n　Rを蛋白質のバンドとして推定するまでについて述べている。
　本研究はそれまでほとんど不明であったA皿Rの生化学的な姿を明らかにする研究の糸口をひ
らいたという点で非常に意義のあるものである。
　よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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